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（ミエリン随伴性糖蛋白の特異的なガングリオシドへの結合によ
り、P75NTRが脂質ラフトへ集積し、シグナル伝達が開始される。）
（研究の目的）中枢神経の軸索が損傷を受けると再生しにくいことが知られていた
が、これは現在では、中枢神経の再生を阻害する環境が原因とする説が有力である。
破壊された稀突起膠細胞に発現している、髄鞘由来の再生阻害因子として現在3つ
の蛋白（Nogo，MAG（MyeIin－AssociatedGlycoprotein），OMgp（OligodendrocyteMyelin
Glycoprotein））が同定されている。その蛋白の受容体や、そのシグナル伝達機構の
解明は、中枢神経の軸索再生を考える上で重要である。今回私は、MAGの受容体の
同定とそのシグナル伝達における機構を解明することを目的として以下に示す研究
を行った。
（方法）生後7日齢の野生型及び、ガングリオシドの生合成酵素（GalNacT及び
GD3S）のノックアウトマウスより小脳顆粒細胞を単離し、MAG，Nogoの存在下に
て24時間培養した。その後、免疫染色を行い、神経細胞体と軸索を可視化し、軸
索の長さを測定した。また、Nogo受容体はPlqPLC（PhosphatidyTinositol－SPeCific
PhospholipaseC）を用いて細胞表面から除去し、同様の実験を行い、軸索の長さを評
価した。
次に、同様の細胞を用いて、P75NTRの下流のシグナルのRhoAの活性をa仔inity
PreCipitation法にて評価した。また抗ガングリオシド抗体により、細胞表面のガング
リオシドを架橋することで、MAGの作用と同様の効果が見られるかを検討した。
そして、神経細胞における脂質ラフトをmethyl－beta－CyClodextrin（MβCD）により
破壊し、ミエリン由来軸索伸展阻害因子による成長円錐の虚脱の程度を、後根神経
節細胞を用いて検討した。
最後に、脂質ラフトにおけるシグナル伝達の開始機構を検討するために、異なる
界面活性剤（Brij－58，Triton－XlOO）を用い、ショ糖密度勾配遠心法により小脳顆粒細胞
の脂質ラフト分画を採取し、P75NTR及びガングリオシドのラフト分画における発
現を検討した。また、MAG，Nogo，抗ガングリオシド抗体による細胞の刺激時におけ
る、P75NTRのラフト分画への集積を検討した。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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（結果）野生型及びGD3Sのノックアウトマウスより得られた小脳顆粒細胞に対し
てはMAGもNogo同様に軸索伸展阻害作用を認めた。しかし、GalNacTのノック
アウトマウスより得られた小脳顆粒細胞に対しては、Nogoは軸索伸展阻害作用を示
したのに対し、MAGの効果は消失した。また、Pl－PLC処理により　Nogo受容体が
除去された小脳顆粒細胞に対してはMAGもNogoも同様に作用が消失した。　軸索
伸展アッセイの結果と同様に、P75NTRの下流のRhoAの活性化も同様の結果を示
した。GalNacTのノックアウトマウスを用いた場合、Nogoによる活性化は認めら
れたが、MAGによる効果は消失した。
次に、成長円錐虚脱アッセイの結果からは、MβCDにより脂質ラフトが破壊され
ると、虚脱効果が消失した。
ショ糖密度勾配遠心法により、P75NTRの大部分はラフト分画以外に存在した。
また、ガングリオシドはラフト分画に多く集積していた。更に、MAG、Nogo、抗力
ングリオシド抗体により、Brij－58に特異的なラフトにp75NTRが集積することが分
かった。
（考察）軸索伸展アッセイ及びaffinity precipitationアッセイの結果からはガングリ
オシド及びNogo受容体がMAGのシグナル伝達に重要と考えられた。P75NTRに
MAGは結合しないこと、及び、ガングリオシドもNogo受容体も単独では細胞内へ
のシグナル伝達手段を持たないことが分かっている。従って、MAGはガングリオシ
ド及びNogo受容体の両方で細胞表面と結合し、細胞内へのシグナル伝達はp75NTR
により行われ、これらの三者は神経細胞上で共受容体を形成していると考えられた。
また、MβCD処理により脂質ラフトが破壊されると、虚脱効果が消失したことに
より、その重要性が確認された。シグナル伝達機構としては、ガングリオシドを架
橋形成することでMAGと同様の結果を得たことから、ガングリオシドのクラスター
形成によりp75NTRが脂質ラフトへ集積され、シグナル伝達が開始されると考えら
れた。
（結論）MAGの細胞表面における機能的受容体はガングリオシド及びNogo受容体
の両方である。脂質ラフトは軸索伸展阻害因子のシグナル伝達に重要で、軸索伸展
阻害因子により　p75NTRが脂質ラフトに集積することによりシグナル伝達が開始さ
れる。
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（学位論文審査の結果の要旨）
中枢神経の軸索は損傷修復（再生）が困難であるが、2000年から2002年にかけ、神
経突起再生阻害因子としてオリゴデンドロサイトが発現する3種のタンパク（Nogo，
OMgp，MAG）が単離された。これら3種はいずれも細胞内ドメインをもたないNgRとい
う神経細胞上の受容体に結合し、シグナル伝達を担う受容体p75と受容体複合を形成す
る機序が解明されつつある。本論文は、MAG（ミエリン関連糖タンパク）について、そ
の結合分子の同定とシグナル伝達機構の解明を目的としたものである。ガングリオシド
合成酵素ノックアウトマウス小脳神経細胞を用いた軸索進展阻室作用の観察、成長円錐
虚脱アツセィ、およびシヨ糖密度勾配遠心法などの解析から、次の結論を得ている。
MAGは神経細胞表面にあるNgRおよびガングリオシドの両者と結合し、その結果p75
が脂質ラフトに集積することにより、軸索進展阻害シグナル伝達が開始される。
本研究の成果は、脊髄損傷の治療法開発にとって重要であり、博士（医学）の授与に
値するものと判定された。
（平成17年8月31日）
